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Abstract not available for AU 1039783 

Abstract of corresponding document: EP0084999 

1 . A process for the organic synthesis of oligosaccharides comprising [D-glucosamine] - [D-glucuronic 
acid or L-iduronic acid] enchainments, or the reverse, such as encountered in heparin or heparan-sulfate, 
comprising : - using in a glycosylation reaction two compounds constituted or terminated respectively by A 
unit or D-glucosamine structure, and U unit of D-gluronic add or L-iduronic acid structure, one of the units 
A or U being an alcohol in which the -OH group of the alcohol function occupies position 4, the other unit 
having an activated anomeric carbon, substituted by a reactive group compatible with the other groups 
present on the units ; all the position of A and U excepted the one whose anomeric carbon Is activated or 
the one occupied by the -OH group of the alcohol function, bearing either amino groups or carboxyl 
groups, or precursors of such groups, or again -OH groups, said groups occupying determined positions, 
the amino and carboxyl groups, when they are present, being respectively blocked by protective groups of 
amino and carboxyl functions, the -OH groups being blocked by at least two types of protective groups, 
sequencially removable while enabling the introduction of given groups at given positions, then the 
liberation of -OH groups to in other positions, - repeating, If desired, the glycosylation step to elongate the 
oligosaccharidic chain, - sequencially removing the protective groups of -OH groups by introducing 
desired substitution groups in specific positions, then making free the -OH groups In other specific 
positions as well as the amino and carboxyl groups, provided that the establishment of the interglycoside 
linkage does not lead to the obtention of a disaccharide with a [2-N-sulfate or (2-N-acetyl)-6-0-sulfate-D- 
glucosamine] - [methyl-D-glucuronic acid] structure. 
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"Nouveaux ti^trasaccharides et leur preparation" 

L' invention a pour objet de nouveaux tetrasaccha- 
rides . formes d ' un enchainement de motifs r espectivement 
& structure^cide D^glucuronique yr'/b-glucosamine/'-Zacide 
L-iduronique7-^Zi>-crlucosamine7 formule I t . 

OR^3 



(I) 




1 

lidrement un groupe benzyle, 
lO . et R^, un groupe alcoyle, en particulier renfer- 

mant 1^3 atomes de carboner <^e preference un groupe 

methyle , 

.Rg a et Rj3r un groupe acyle, en particulier un 

groupe ^acetyle , et 
15 '^ii groupe benzyloxycarbonyle • 

Des tetrasaccharides prefSr^s repondent S la formule 
I ci-dessus dans laquelle R^ ^ ^3 ' ^3' ^lo ^12 
sentent un groupe benzyle, R^ et R^, un groupe methyle et 
Rg S R^ et R^3 un groupe acStyle. 
20 L* invention vise egalement un procede de preparation 

de ces tetrasaccharides • 

Ce procede comprend le couplage d'un disaccharide 
A a structure acide£b-glucuroniqug|-^-glucosamine7 avec 
un disaccharide £ a* fetructur e^cide L-iduronique]f-£D- 
25 glucosaroiney.. 

Ces disacchar ides A et B repondent r espectivement 
aux formulas II et III suivantes 
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(II) 



HO 




dans lesquelles les substltuants a R^^ pr^sentent 

les significations aonn^es ci-dessus et repr^sente 

un groupe r^actif en particulier un atiome d'halogene de 

5 pr^ £4rence du brome. 

Pour preparer les 1:£trasaccharides pr€f €r€s de 

1 * invenliion^ on met: .en oeuvre des disaccharides A et jB 

de formule II et IIS dans lesquelles R a R_ , R , 

1 3 8 

^10 ®^ ^12 ^^P^^s®'^*^®"^ groupe benzyle, R^ et R^r 
lO «n groupe m^thyle et R^ a R^ et R^^^ un groupe acetyle. 

oh observera que les disaccharides *A et B 
mis en. oeuvre sont des derives semi-ouverts , dans 
lesqoels les diffSrentes positions in1:ervenant dans 
la reaction de glycosylation sont convenabl ement bloquSes 
15 par des groupes protecteurs, le cas ^cheant ^ diff^rentSf 
compat^lbles, ne r^agissant pas dans les conditions de la 
reaction de glycosylation' effectu^e. 

- Ces disaccharides ne comportent alors chacun 
qu'un groupement rSactif capable d'autoriser la r€ac- 
20 tlon de glycosylation ^echerch^e, ce groupement r^actif 
se trouvant sur le carbone anomere en position l du 
motif glucosamine pour le d6riv6 A, et sur le carbone - 
en position 4 du motif acide L-iduronique pour le d^ri- 

25 L'obtention d ■ un d€riv4 A comportant un tel 

groupe rfiactif est avantageusement realis^e par reaction 
d'un monosaccharide a structure acide D-glucuronique de 
formule V : 



30 
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avec un monosaccharide & structure D-glucosamlne de 
formule VI t 

(VI) 



dans lesquels les substltuants d€j3 €voqu4s prSsentent 
Xes significations donn^es cl-dessus et R^^ repr^sente 
un groupement protecteur permettant 1 ' introduction 
als^e de et plus sp^cialement un groupe benzoyle. 

On remarquera I'int^ret d'utiliser le mono- 
saccharide de formule V dans lequel les groupes -OH 
en positions 1 et 6 sont bloqu^es sous forme anhydro, ce 
qui permet de disposer durant la synthase dti dlsaccharide 
A d"un motif constituant potentiellement un motif ayant 
une structure D.-glucosamine mais n • interf ^rant pas 
avec ies reactions mises en jeu dans la synthese. Selon 
un autre aspect, ce bloquiage par un groupe anbydro permet 
1 • introduction sur les carbones en positions 1 . et 6 
des groupements pr6f ^f€s -OCOCH^ par ouverture du ,pont 
anhydro et ac€tylation. 

On dispose alors d'un dlsaccharide dans lequel 
les diff^rents groupes -OH sont convenablemen-t bloqu^s 
et le substltuant sur le carbone anomSre en position 1 
peut etre traits aux fins d • introduction du groupement 
r^actif devant intervenir dans la r^aciton de glycosy- 
lation avec le derive 

Pour la preparation de ce derive B, on a 
avantageusement recours au proc^d^ de synthese decrit 
dans la demahde de brevet FR No 82 01575 dSpos^e le 
ler f^vrier 1982 au nom de la Demanderesse. 
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Invention vise ^galement , en tant qu"inter- 
iB^dlalre%'les produits nouveaux mis en oeuvre an cours 
da proc6d6 de !• invention. 

Les composes de I'invention presentent 
5 notamment un grand int^ret en tant qu • intermediaires 

en synthase osidiqne, plus spficialement pour la synthese 
d'oligosaccharides constitutifs de I'hfiparine ou de 
l*h£parane sulfate. 

lis permettent ainsi d'obtenir par voie de 
lO synthase des oligosaccharides k activity anti-Xa (Yin- 

Wessler) sup^rieure a celle de I'h^parine et h activity 
USP pratiquement nfigligeable. Les tests Yin-Wessler 
et USP sont rappelfis notamment dans la demande de 
brevet FR 78 31357 du 6 novembre 1978 au nom de la 
IS Demandere8S.e • 

Les principales Stapes et les produits inter- 
mediaires obtenus,qui font done ggalement partie de 
!• invention sont illustr^s dans les figures 1 et 2 
Les formulas chimiques des composes de depart, des com- 
20 pos^s intermediaires successivement obtenus et des 

composes finaux, donnees dans ces figures portent des 
references numeriques, egalement utilisees pour desi- 
gner les mgmes produits dans la description. 

Les abreviations utilisees dans ces formulas 
2S ont les significations suivantes : Ac t un groupe ace- 

tyje I Me s methyle J.Bn s benzyle j Bz i benzoyle. 

E X B M P L E 

SYWTHESE PU DERIVE 4 s 

Le produit 2 dg), en solution dans du dichloro 

30 methane (50 ml), est agite en presence de drierite (6g} 

et de carbonate d-argent fralchement prepare (4,5g), 
pendant 1 heure sous une atmosphere d' argon. On ajoute 
alors I'halogenure ^ (2,8g) dlssous dans du dichloro- 
methane (lO ml). AprSs 1 heure 1/2 on ajoute S nouveau 

35 . 2r8g d'halogenure X. AprSs une nuit les solides sont 
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€llmin€s par filtration et le r€sidu obtenu apres 
Evaporation des solvants est purif iS sur colonne de 
sllice dans le solvant acetate d ■ 6thyle/chlorof orme 
(1/30 I v/v). 

On obtient ainsi le produit 4 (866 mg ; 
rendement 42 %) . II est cristallis€ dans un melange 
hexane/acetat.e d'^thyle, 

P.F» r 104-106-C ; CQ^^ ^O** (c=l j 
chloroforme) • ^ 

L* analyse 61Ementaire et le spectre RMN 
sont conformes a la structure recherch€e, 
SYNTHESE du DERIVE 6 s 

Le d^rivfi 4, (l,5g) est dissous dans un 
melange de chloroforme et de methanol (1/1 ; v/v) .On 
ajoute ensuite 2 ml de m^thanolate de sodium 
(2H dans methanol)* Aprds 20 minutes, la solution est 
neutralisEe par addition de rSsine Dovex SO conduisant 
au dSrivE 5, qui n*est pas isolE, AprSs filtration et 
€vaporationf une m^thylation classique par le diazomE- 
thane dans 1 "ether permet de reest^rifier la fraction 
d'acide carboxylique ^ventuellement lib^rE. Apres Eva- 
poration le rSsidu est traits par un melange de pyri- 
dine (20 ml)et d*anhydride . acetique (2ml) pendant une 
nuit. AprSs Evaporation, le rEsidu est cristallisE 
dans de I'acEtate d ' ^thy 1 e/hexane donnant le produit 
6^(l,125g ; rendement 8 1 ,6%) . 

P,F. : 103-105*»C ; /5<7 =+5,2*» (c =1 ; 
chloroforme) . , 

L' analyse €l§mentaire et le. s-pectre 
RMN sont conformes a la structure recherch€e« 

En variante, on prepare le deriv€ 6^ en 
operant comme d^crit ci-dessus mais en mettant en 
oeuvre le d^rivS 3^ au lieu du derive ^. 
SYNTHESE du DfiRIVt. 7 a 



Le compos€ 6, (Ig) est dissous dans 1 'an- 
hydride acetique (lOml) puis refroidi a -20**C sous 
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argpn. A la solution froide, on ajoute de 
I'acide sulfurique concentre (100 jal) • Aprds 30 minutes, 
le melange rSactlonnel est diluS par du chloroforme 
(ISO ml) puis vers€ sur une solution aqueuse de bicar- 
5 bonjate de sodium (26,5 g dans 400 ml). A la fin du 

d^gagement gazeux la phase chlorof ormique est lav^e 
deux fois avec une solution satur^e de NaCl puis s6ch6e 
et concentrge. Aprds chromatographie sur sllide (50 g) 
dans un melange d*acdtate d*£thyle et de chloroforme 
lO 1/20 v/vr on obtient le compost J7 (995 mg rendement 

86,7%) . 

Ce compost se. pr4sente sous forme d'une 
mousse blanche* 

Le spectre et 1» analyse gl^mentaire confirment 
15 l*obtentlon de la structure recherchSe. 

SYMTBESB du DERIVE 8 : 



A du tfitrabromure de titane (213 mg) on 
ajoute une solution du d6riv6 7^ {0,2g) dans du dichlo- 
romSthane/ acetate d*#thyle (9/1 ? v/v .4 ml). Apres une 
* nuit sous agitation suivie d"une dilution par du dichlo- 
roB^thahe, on verse sur un melange eau glace (50 ml) ,puis 
on lave avec deux fois 50 ml d'eau glacSe. Aprds 
s4chage et Evaporation le sirop obtenu est chromatogra- 
phic sur silice dans le solvant ac6tate d • Cthyle/chlo- 
25 ro forme 1/20 ; v/v. On obtient ainsi le dCrivC 8_ avec 

un rendement de 25 4 50%« 

Spectre de RMN : (ppm,CDCl^) : 2,04 y 2,11 : 
* 2 singulets de 3 protons 2-OAc ; 3,7 t 1 

singulet de 3 protons COOMe ? 6,33 : 1 doublet 

30 de 1 proton ^1^2 ~ ^'^ 

SYNTHBSB du DERIVE lO s 

Une solution de bromure ^ (50 mg,60 jiM) et de 
l*alcool £ (43 mg, 50 pM) dans du dichlorom^thane 
ahhydre (1ml) est agitfie a I'abri de la lumiSre sous 
35 atmosphere d'argon sec en presence de tamis molEculaire 
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4 A (poudre, lOO mg) pendant 15 minutes. AprSs refrol- 
aissement & - 10*C, de la sy»-collidlne (11 pi, 80 ^M) 
et du trlfluoromethanesulfonate d'argent (triflate d«A«, 
18 ag, 70 ;iM) sont ajout€s successlvement , et 1* agitation 
est maintenue dans ces conditions pendant 3 heures. le 
melange r6acttonnel est alors dilufi avec du dichlorome- 
thane (30 ml), les solides sont assorts, et le filtJrat 
est lav« avec une solution 0,1 M d'acide chlorhydrique 
glacSe, avec de l'eau,avec une solution aqueuse saturge 
d'hydrogfinocarbonate de soidum, avec de I'eau^s6ch6 
(sulfate de sodium), flltrfi et 6vapor€. 

Le rfisidu est chromatographic sur une 
colonne de g^l de silice (7 g) . I.'61utlon par le melange 
hexane-aeetate d'fithyle (4 =3, v/v) donne 56 mg de 
t«trasaceharide lO (rendement 70%) sous forme d'un verre 
incolore qu'il n'a pas «t6 possible de cristalliser. 

CaractSristlques du spectre RMN ; 
(270 MH , CDCI3) s S : 7,25 <m,35 H, 7 Ph) t 
5,35 (d!ded.,l H, H3- J2'''3" * V ^s'm" ^ J. .« 

5,27 (d., 1H,h;, Jj",2- . 3.SH) 4.31(d., IH, 2 

7.5 H ) I 

3,68 Is, 3H, COOMe IDOJ t 3,59 (s. 3H,COOMe gluco) , 
3,37 (d.de d., IB, H*" 7,5 H^, J^n, 3-. * 9.5H 

3,18 (d.de d., IH, H",'aj»^ 2" '-^'^ "z' ^2-, 3- ' " 

2.06 et 1,97 (2s, 9 It 3 H, 4 OAc ) . 

Ce spectre est reports sur la figure 3. 
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REVBNPICATIONS 

1» T£1:rasaccharides# caract€rls€s en ce gu*ils 

sottt formSs d'un enchainement: de motifs Sl structure 
giclde D-glucuronlqu5-f)-gIucosamin3-§clde L-iduroniqu^- 
5 (p-glucosamlnSf de formule I 




dans laquelle s 

• '■^ R| d Rr^ ^ - repr^sentent des groupements protecteurs^ 1g 

cas ^chSanti' dlff brents, compatibles, 

• R, a R , R / R et R^^ repr^sentent plus particu- 

lidrement un groupe benzyle. . , . ^ 

. et R_., un groupe alcoyle, en particulier renfer- 

mant 1^3 atomes de carbone, de preference un groupe 

m^thy le • 

.R^ a R^ et un groupe acyle, en particulier un 

groupe ac^tyle, et 

•Rjj un groupe benzy loxycarbonyle • 

2. ProcddS de preparation de tetrasaccharides 

selon la revendication 1» caract^rise en ce qu*il comporte 
la reaction du disaccharide avec le disaccharide 
B, de formules ZI et III respectives i 
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dans lesquelles les substltuants R^^ Sl ^13 P^^^^^^^^^ 
leS significations donnees ci-dessus et X represente 
un groupe r^acttf en particulier un atom© d » halogd ne^ de 
5 pr^ f France du bromef dans des conditions permetl^ant: leur 

couplage. 
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